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บทคดัยอ่ 
 ระบบโฟลอนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรแีบบง่ายพฒันาขึน้สาํหรบัการประเมนิฤทธิต์า้นอนุมลู
อสิระ โดยวเิคราะหด์ว้ยหลกัการตรวจวดัความเขม้ขน้ของสารละลาย DPPH ทีล่ดลงเน่ืองจากการทํา
ปฏกิริยิากบัสารต้านอนุมูลอสิระดว้ยเทคนิคทางสเปกโทรโฟโตเมตร ีและศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของ
ระบบโฟลอนิเจคชนั ไดแ้ก่ ปรมิาณของสารละลาย DPPH ปรมิาณของสารตา้นอนุมลูอสิระ อตัราการ
ไหล และความยาวของขดท่อผสม ในการทดลองน้ีใชก้รดแอสคอรบ์กิเป็นสารละลายมาตรฐานในการ
ทดสอบการวเิคราะหด์ว้ยระบบโฟลอนิเจคชนัและใชเ้ป็นสารเทยีบมาตรฐานในการวเิคราะหฤ์ทธิข์อง
สารต้านอนุมูลอสิระ โดยจากผลการวเิคราะห์ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระของโทรลอกซ์ พบว่า ให้ผล
สอดคลอ้งกบัวธิมีาตรฐานเมือ่เปรยีบเทยีบดว้ย paired t–test ทีช่่วงความเชื่อมัน่ 95% 
คาํสาํคญั: ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ วธิดีพีพีเีอช ระบบโฟลอนิเจคชนั สเปกโทรโฟโตเมตร ี
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Abstract 
A simple flow injection spectrophotometric system was developed for the evaluation 
of antioxidant capacity. The analysis was based on the spectrophotometric measurement of 
the DPPH concentration decrease resulting from the reaction with an antioxidant compound. 
The optimization of flow injection system was investigated including amount of DPPH and 
antioxidant solution, flow rate and reaction coil length. Ascorbic acid was used as a standard 
compound to validate the flow injection system and served as a reference antioxidant to 
measure the relative antioxidation. From the analysis of antioxidant capacity of trolox, the 
results gave good agreement to the standard DPPH method by comparing with paired t–test 
at 95% confidence interval. 
Keywords: Antioxidant capacity, DPPH assay, Flow injection system, Spectrophotometry 
 
บทนํา 
 อนุมูลอสิระเป็นสารทีม่อีเิลก็ตรอนโดด
เดีย่วอยู่ในวงนอกของอะตอมหรอืโมเลกุล สรา้ง
ขึน้จากกระบวนการต่าง ๆ  ในร่างกาย นอกจากน้ี
ยงัสามารถไดร้บัจากสิง่แวดลอ้ม เป็นสาเหตุของ
การเกิดโรคหลายชนิด เช่น เส้นเลือดตีบ โรค
เกีย่วกบัภูมคุิม้กนั โรคมะเรง็ โรคหวัใจ และการ
เสื่อมของอวยัวะต่างๆ (Satish and Dilipkumar, 
2015) ในสภาวะปกติร่างกายจะสามารถสร้างสาร 
ต้านอนุมูลอสิระ ซึ่งสามารถกําจดัหรอืลดความ
รุนแรงของอนุมลูอสิระเหล่าน้ี รวมถงึการไดร้บัสาร
ต้านอนุมูลอสิระจากการรบัประทานอาหารทีม่สีาร
ต้านอนุมูลอสิระธรรมชาต ิเช่น วติามนิ สารประ-
กอบฟีนอลกิ ฟลาโวนอยด ์บตีา-แคโรทนี ไลโคปีน 
แอนโทไซยานิน แคโรทนีอยด ์ในปัจจุบนัคนส่วน
ใหญ่ให้ความสําคญัในการดูแลสุขภาพมากขึ้น 
ทาํใหม้คีวามตอ้งการสารตา้นอนุมูลอสิระจากพชื
ธรรมชาตแิละสมุนไพรต่าง ๆ เพิม่มากขึน้ และมี
การนํามาผ่านกระบวนการแปรรูปเพื่อเพิม่มลูค่า 
(Jirum and Srihanam, 2011; Phansawan, 2013; 
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Hudson, 1990) ดังนัน้วิธีการวิเคราะห์เพื่อหา
ฤทธิต์า้นทานอนุมลูอสิระทีด่แีละเหมาะสม ใหผ้ล
การศกึษาที่ถูกต้องและแม่นยําจงึมคีวามสาํคญั 
ในปัจจุบนัมวีธิกีารวเิคราะหฤ์ทธิต์า้นอนุมลูอสิระ
หลายวธิดีว้ยกนั เช่น การตรวจวดัฤทธิต์า้นอนุมลู
อสิระด้วยวธิวีดัความสมารถในการกําจดัอนุมูล
อิสระดีพีพีเอช (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) assay) การฟอกสอีนุมูลอสิระเอบทีเีอส 
( 2,2-azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 
acid (ABTS) assay) การวิเคราะห์ความสามารถ
ในการรดีวิซเ์ฟอรร์กิของสารตา้นอนุมลูอสิระ (ferric 
reducing antioxidant power (FRAP) assay) (Babu 
et al., 2013; Berker et al., 2007; Thaiponga et al., 
2006) 
 วธิ ีDPPH เป็นวธิกีารวดัฤทธิต์า้นอนุมลู 
อสิระที่นิยมใช้ทัว่ไป เน่ืองจากเป็นวธิทีี่ง่ายและ
สะดวก รวดเรว็ ใช้เครื่องมอืที่ราคาไม่แพงมาก
และสามารถนําไปประยุกต์ใชว้เิคราะหส์ารตวัอย่าง
ไดห้ลายชนิด โดยมหีลกัการคอืเป็นการทดสอบ
ฤทธิต์า้นปฏกิริยิาออกซเิดชนัโดยใหส้ารตวัอยา่งทาํ
ปฏกิริยิากบัอนุมูลอสิระทีม่คีวามเสถยีร (DPPH) 
การวเิคราะหเ์ป็นการวดัความสามารถในการรดีวิซ ์
โดยติดตามการลดลงของค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นทีเ่หมาะสม และนํามาหาปรมิาณ
สารออกฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ (Kedare and Singh, 
2011; Sharma and Bhat, 2009) อย่างไรกต็าม
การทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอสิระด้วยวธิ ีDPPH 
ยงัมขีอ้จํากดัเน่ืองจากในการทดลองต้องใหส้าร
สกดัและสาร DPPH ทําปฏกิริยิาในทีม่ดื ใชเ้วลา 
นานในการวเิคราะห ์และต้องใชส้าร DPPH และ
สารสกดัที่ทดสอบในปรมิาณระดบัมลิลิลติร ซึ่ง
อาจเป็นปัญหาสําหรบัพชืที่สกดัสารได้ปรมิาณ
น้อย แมว้่าในปัจจุบนัจะสามารถใชส้ารปรมิาณที่
ลดลงเป็นระดบัไมโครลติรโดยการวเิคราะหด์ว้ย
เทคนิคไมโครเพลท แต่ยงัมีข้อจํากดัเน่ืองจาก
เครื่องมอืมรีาคาแพง (Lu et al., 2014) และยงัได้
มกีารพฒันาการทดสอบร่วมกบัเทคนิควเิคราะห์
ที่อาศัยการไหล (flow injection analysis) เพื่อ
เพิม่ความเรว็ในการวเิคราะห ์แต่ตอ้งใชส้าร DPPH 
ทีม่รีาคาแพงเป็นสารตวัพา (Nookrai et al., 2012) 
ดงันัน้งานวจิยัน้ีจงึมคีวามสนใจทีจ่ะพฒันาเทคนิค 
วิเคราะห์ที่อาศัยการไหลร่วมกับการตรวจวัด
ด้วยเครื่องสเปกโทรมิเตอร์ เพื่อให้สามารถทํา
การวเิคราะหไ์ดร้วดเรว็ มคีวามแม่นยาํและความ
ถูกต้อง ประหยัดปริมาณสารเคมีและสารสกดั
ตวัอย่าง ทําใหเ้ป็นการลดมลพษิทางสิง่แวดลอ้ม
ดว้ย 
 
วิธีดาํเนินการวิจยั 
 การเตรียมสารละลาย: สารเคมทีุกชนิด
เป็นเกรดวเิคราะห ์และเตรยีมเป็นสารละลายโดย
ใชเ้อทานอลบรสิุทธิ ์(absolute ethanol) เป็นตวั
ทําละลาย สารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-
picryhydrazyl) เตรยีมใหม่ทุก 3 วนัและเกบ็ไว้ใน
ขวดสชีา แช่ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส กรด
แอสคอบิก (L(+)Ascorbic acid) และโทรลอกซ์ 
(Trolox) เตรยีมสารละลายใหม่ทุกวนั 
 วิธีการวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิ ธี  DPPH (Batch DPPH assay): ปิ เปต
สารละลาย 0.25 mM DPPH และสารละลายมาตร-
ฐาน (กรดแอสคอบกิเขม้ขน้ 0.01 – 0.20 mM และ
โทรลอกซเ์ขม้ขน้ 0.01 – 0.30 mM) ทีอ่ตัราสว่น 
5 ต่อ 2 ในขวดวดัปริมาตรสชีาขนาด 5.00 mL 
ผสมใหเ้ขา้กนั ทิง้ไว ้30 นาทใีนทีม่ดื จากนัน้วดั
ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-Vis spectro-
photometer ชนิดลําแสงคู่ (Jusco รุ่น V-650) ที่
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่1 (2560) 
 
175 
ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ทําการทดลองซํ้า 
3 ครัง้ คํานวณค่าร้อยละการยบัยัง้อนุมูลอิสระ 
(% DPPH inhibition) ตามสมการดงัน้ี 
%DPPH inhibition = A0 − A A0  ×100 
เมื่อ A0 = ค่าการดูดกลนืแสงของสาร 
ละลาย DPPH เริม่ตน้ 
   A  = ค่าการดูดกลนืแสงของสาร 
ละลาย DPPH ทาํปฏกิริยิากบัสารมาตรฐาน 
 สรา้งกราฟความสมัพนัธร์ะหว่างค่าความ
เข้มข้นของละลายสารมาตรฐานกบัร้อยละการ
ยบัยัง้อนุมลูอสิระ เพื่อหาค่าความเขม้ขน้ของสาร
ต้านอนุมูลอสิระทีนํ่ามาทดสอบที่สามารถยบัยัง้
การเกิดออกซิเดชนัของอนุมูลอิสระ DPPH ได้ 
50% (IC50 ) จากสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟ 
และคํานวณหาความสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระ
ของมาตรฐานโทรลอกซ ์เทยีบกบัสารละลายมาตร-
ฐานกรดแอสคอบกิในรปู AAE (ascorbic acid equi-
valent) (Nookrai et al., 2012) ดงัสมการต่อไปน้ี 
AAE = IC50 ของ ascorbic acid (mg/mL)IC50 ของ trolox (mg/mL)  
การพฒันาวิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุ-
มูลอิสระด้วยวิธีวิเคราะห์ท่ีอาศยัการไหล:
ระบบการวิเคราะห์ที่อาศยัการไหลสําหรบัการ
วเิคราะหห์าปรมิาณสารต้านอนุมลูอสิระแสดงดงั
ภาพที ่1 เป็นระบบโฟลอนิเจคชนัสเปกโทรโฟโต
เมตร ี(flow injection spectrophotometric method) 
แบบง่าย 
สารละลายมาตรฐานทีต่้องการวเิคราะห์
และสารละลาย DPPH จะถูกฉีดเขา้สู่กระแสตวัพา
เอทานอล พรอ้มกนัโดยใชว้าลว์เดีย่ว 2 ตวั ซึง่ม ี
ระบบปัม๊เพอร์รสิตาลตกิ 2 ช่อง (Shenchen รุ่น 
BT100N) ขบัเคลื่อนสารละลายทีเ่กีย่วขอ้งในท่อ 
 
ภาพท่ี 1 ระบบโฟลอนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตร ี
 P = ปัม๊เพอร์ริสตาลติก (peristaltic pump), 
R1 = เอทานอล, R2 = สารละลาย DPPH, 
S = สารละลายมาตรฐานหรอืสารตา้นอนุมลู 
อสิระ, RC = ขดท่อผสม (reaction coil), D = 
เครื่อง UV-Vis spectrophotometer, W = 
สารละลายเหลอืทิง้ 
 
ขนาดเลก็ดว้ยความเรว็คงที ่เมื่อสารละลายไหล
ไปถงึบรเิวณจุดเชื่อมต่อ สารละลายมาตรฐานจะ
พบกบัสารละลาย DPPH แล้วเกดิปฏกิริยิาภาย 
ในท่อขดผสม และไหลผ่านเครื่อง UV-Vis spectro-
photometer ชนิดลําแสงเดี่ยว ซึ่งวดัการเปลี่ยน 
แปลงสญัญาณทีเ่กดิขึน้จากการดูดกลนืแสงของ
สารละลาย DPPH ที่ความยาวคลื่น 517 นาโน
เมตร และบนัทกึขอ้มลูออกมาในรปูพคีและคาํนวณ
พืน้ทีใ่ตพ้คีโดยตวัแปลงสญัญาณร่วมกบัโปรแกรม
คอมพวิเตอร์ (clarity software) ทําการทดลองซํ้า 
3 ครัง้ คาํนวณรอ้ยละฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระ (% 
DPPH inhibition) ดงัน้ี  
%DPPH inhibition = PA0 − PA PA0  ×100 
 เมื่อ PA0 = ค่าพืน้ทีใ่ตพ้คีของสารละลาย 
DPPH เริม่ตน้ 
  PA = ค่าพืน้ทีใ่ตพ้คีของสารละลาย 
DPPH หลงัทาํปฏกิริยิากบัสารมาตรฐาน 
 
ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของระบบโฟล
อนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรสีาํหรบัหาปรมิาณ
สารต้านอนุมูลอสิระ เช่น ปรมิาณสารมาตรฐาน
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และสารละลาย DPPH ผลของอตัราการไหลของ
เอทานอล และความยาวของท่อขดผสม  โดย
ศกึษาผลของสภาวะทลีะชนิดและกําหนดสภาวะ
อื่นๆ ไวค้งที ่(univariate) เมื่อไดส้ภาวะทีเ่หมาะ 
สม ทดลองหาค่า IC50 และคาํนวณความสามารถ
ในการต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานโทร-
ลอกซ ์ เทยีบกบัสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอ-
บกิในรูป AAE (ascorbic acid equivalent) เปรยีบ 
เทยีบกบัวธิ ีbatch DPPH assay 
 
ผลการวิจยัและอภิปรายผล  
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของระบบ
โฟลอินเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรี 
ระบบโฟลอนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรี
ทีพ่ฒันาขึน้เป็นระบบการวเิคราะหแ์บบอตัโนมตั ิ
ไดอ้อกแบบการทํางานใหส้อดคลอ้งกบัวธิ ีbatch 
DPPH assay โดยใช้ปัม๊ขบัเคลื่อนเอทานอลใน
ท่อขนาดเลก็ดว้ยอตัราเรว็คงที ่ตอนเริม่ตน้ฉีดเอ-
ทานอลปรมิาตรคงทีพ่รอ้มกบัสารละลาย DPPH 
เพื่อวดัสญัญาณพีคของสารละลาย DPPH เริ่ม 
ต้น (blank) และเมื่อวเิคราะห์ฉีดสารละลายมาตร-
ฐานปรมิาตรคงทีพ่รอ้มกบัสารละลาย DPPH ซึง่
เกิดปฏิกิริยากนัภายในขดท่อผสม และสารละ-
ลาย DPPH ที่เหลือจะเกิดสญัญาณเป็นพีคขึ้น 
ดงันัน้สญัญาณทีเ่กดิขึน้แปรผกผนักบัความเขม้-
ข้นของสารละลายมาตรฐานที่ทําปฎิกิริยา ตัว 
อย่างเอฟไอเอแกรม (FIA profile) ของสารละลาย 
DPPH ที่ได้หลงัจากทําปฏิกิริยากบัสารละลาย
มาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
แสดงในภาพที่ 2 และศกึษาหาสภาวะต่าง ๆ ที่
เหมาะสมของระบบเพื่อใหม้สีมรรถนะสงูสาํหรบั
การวเิคราะห์หาปรมิาณสารต้านอนุมูลอิสระดงั 
ต่อไปน้ี 
 
ภาพท่ี 2  FIA profile แสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง
สญัญาณของ DPPH และความเข้มข้น
ของสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบกิ 
 
 การหาปริมาณท่ีเหมาะสมของสาร 
ละลาย DPPH 
 การศึกษาปรมิาณที่เหมาะสมของสาร 
ละลาย DPPH  โดยสรา้งกราฟมาตรฐานเพื่อหา
ความสมัพนัธร์ะหว่างพืน้ทีใ่ตพ้คีกบัความเขม้ขน้
ของ DPPH ในช่วงความเขม้ขน้ 0.05 – 0.75 mM 
ที่ปรมิาณ 20 – 80 µL เพื่อหาสภาวะที่ให้ความไว
ในการวเิคราะห ์(sensitivity) สงู คอื ความชนัของ
กราฟมค่ีามาก และมค่ีาสมัประสทิธข์องการตดั-
สินใจ (coefficient of determination, R2) เข้าใกล้ 
1 โดยใชค้วามยาวของขดท่อผสม (reaction coil) 
เท่ากบั 20 cm ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 0.50 mm 
อตัราการไหล 1.0 mL⋅min–1  ตวัอย่างกราฟมาตร-
ฐานของความสมัพนัธร์ะหว่างพืน้ทีใ่ตพ้คีกบัความ
เขม้ขน้ของ DPPH ทีป่รมิาณ 50 µL แสดงในภาพ
ที่ 3 และผลของปริมาณของสารละลาย DPPH 
ต่อค่าความไวในการวเิคราะหแ์ละค่าสมัประสทิธ์
ของการตดัสนิใจ  แสดงในภาพที่ 4 พบว่า เมื่อ
ปรมิาณของ DPPH มากขึน้ สญัญาณทีต่รวจวดั
ไดจ้ะเพิม่ขึน้ ทําใหค้วามไวในการวเิคราะห์หรอื
ความชนัของกราฟเพิม่ขึน้ ซึ่งในการทดลองเลือก 
ใช้สารละลาย DPPH ปรมิาณ 50 µL เน่ืองจาก
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่1 (2560) 
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เป็นปรมิาณไม่มาก แต่ค่าความไวในการวเิคราะห์
สูงพอสมควรและใหค่้าสมัประสทิธ์ของการตัด-
สนิใจทีใ่กลเ้คยีง 1 
 
 
ภาพท่ี 3 กราฟมาตรฐานระหว่างสารละลาย DPPH 
ปริมาณ 50 µL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
และพืน้ทีใ่ตพ้คี (n = 7) 
 
 
ภาพท่ี 4 กราฟความสมัพนัธร์ะหว่างปรมิาณของ
สารละลาย DPPH และค่าความไวในการ
วเิคราะหจ์ากความชนัของกราฟมาตรฐาน
และค่าสมัประสทิธข์องการตดัสนิใจ 
 
 การหาปริมาณท่ีเหมาะสมของสาร
ต้านอนุมูลอิสระ 
 การทดลองน้ีใช้สารละลายมาตรฐาน
กรดแอสคอบิกเป็นตัวแทนของสารต้านอนุมูล
อิสระในการหาสภาวะของระบบที่เหมาะสม การ 
ศกึษาหาปรมิาณทีเ่หมาะสมของสารละลายมาตร-
ฐานในการทาํปฏกิริยิากบัสารละลาย DPPH โดย
ใช้สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิกเข้มข้น 
0.01 – 1.00 mM ปรมิาตร 20 – 80 µL โดยใช้สาร 
ละลาย 0.50 mM DPPH ปรมิาณ 50 µL อตัรา-
การไหล 1.0 mL.min–1  และความยาวของขดท่อ
ผสม 20 cm เมื่อคํานวณหาค่าร้อยละฤทธิก์าร
ต้านอนุมูลอิสระ (%DPPH inhibition) ได้ผลดัง
ในตาราง 1 จากผลการทดลองพบว่า หากใช้ปริ-
มาตรสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิกน้อย
เกนิไป (20 µL) ไม่สามารถวดั %DPPH inhibition 
ของสารต้านอนุมูลอิสระที่มีความเข้มข้นตํ่าได้ 
และถ้าใชป้รมิาตรมากเกนิไป (ตัง้แต่ 50 µL ขึน้
ไป) ทาํใหค้่า %DPPH inhibition มคี่าคงทีท่ีป่ระ-
มาณ 95% เน่ืองจากสารละลาย DPPH ถูกทํา
ปฏกิริยิาจนหมดและมปีรมิาณไม่เพยีงพอในการ
ทาํปฏกิริยิากบัสารละลายมาตรฐาน ดงันัน้ในการ
ทดลองต่อไปจะเลอืกใชป้รมิาณสารละลายมาตร-
ฐาน 40 µL เน่ืองจากเป็นปริมาณมากที่สุดที่
สามารถหาค่า %DPPH inhibition ได้ทัง้หมดใน 
ช่วงความเขม้ขน้ทีศ่กึษา 
 
ตาราง 1 ค่า %Inhibition ของ 0.01 – 1.00 mM 
ascorbic acid ทีป่รมิาตร 20 – 80 µL 
ปรมิาณของสารละลาย
มาตรฐานกรดแอสคอบกิ (µL) 
%DPPH inhibition of 
 mM of ascorbic acid 
0.01 0.50 1.00 
20 0.00 25.03 87.40 
30 5.95  36.10 90.81 
40 14.68 52.21 94.44 
50 16.05 63.49 95.31 
60 24.31 73.12 95.65 
80 39.50 80.88 95.52 
 
การหาอตัราการไหลท่ีเหมาะสม 
 ผลของอตัราการไหลของสาร (flow rate) 
ในระบบระบบโฟลอนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตร ี
โดยใชส้ารละลาย 0.50 mM DPPH ปรมิาณ 50 µL 
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สารละลายกรดแอสคอบกิ 0.10 mM ปรมิาตร 40 µL 
ความยาวของขดท่อผสม 20 cm ขนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลาง 0.50 mm แสดงในตาราง 2 พบว่า เมื่อ
อตัราการไหลเพิม่ขึน้จาก 1.0 ถึง 4.0 mL.min–1 
ค่ารอ้ยละฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระทีว่เิคราะห์ได้
มคี่าใกล้เคยีงกนั โดยมคี่าสูงสุดที่อตัราการไหล 
3.0 mL.min–1 และลดลงทีอ่ตัราการไหล 5.0 mL. 
min–1 แต่หากใชอ้ตัราการไหลตํ่าจะทาํใหเ้วลาใน
การทําปฏิกิริยาของสารเพิ่มขึ้น รวมถึงเวลาที่
สารไหลผ่านเครื่องตรวจวดัไม่เรว็เกนิไป ดงันัน้
จงึไดเ้ลอืกอตัราการไหลของสารที ่1.0 mL.min–1 
เพื่อใหม้ัน่ใจว่าหากวเิคราะหส์ารต้านอนุมลูอสิระ
ทีม่คีวามเขม้ขน้สงูจะมเีวลามากเพยีงพอในการทํา
ปฏกิริยิา 
 
ตาราง 2  ผลของอตัราการไหลต่อค่า %DPPH 
inhibition 
อตัราการไหล 
(mL.min–1) 
%DPPH 
inhibition 
%RSD  
(n=7) 
1.0 25.18 2.86 
2.0 25.09 2.87 
3.0 27.21 2.47 
4.0 26.45 3.04 
5.0 21.64 2.57 
 
 การหาความยาวของท่อขดผสมท่ี
เหมาะสม 
 จากการหาความยาวของท่อขดผสม (re-
action coil) ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 0.50 mm ที่
มคีวามยาว 10 – 100 cm โดยใชส้ารละลาย 0.50 mM 
DPPH ปรมิาตร 50 µL สารละลายกรดแอสคอบกิ 
0.10 mM ปรมิาตร 4.0 µL และอตัราการไหล 1.0 
mL.min–1 เมื่อนํามาเปรยีบเทยีบค่าร้อยละฤทธิ ์
การต้านอนุมูลอสิระที่ได้ (ตาราง 3) พบว่า เมื่อ
เพิม่ความยาวของขดท่อผสม ค่า %DPPH inhi-
bition ที่ได้ไม่แตกต่างกนั แสดงว่า ในสภาวะที่
ศกึษาปฏกิริยิาเกดิขึน้อย่างรวดเรว็ สามารถเลอืกใช้
ความยาวของขดท่อผสมได้ทุกขนาด ดงันัน้จงึ
เลือกใช้ความยาว 100 cm เพื่อให้มัน่ใจว่าสาร
ตา้นอนุมลูอสิระทีอ่าจมคีวามเขม้ขน้สงูกว่าน้ีจะมี
เวลาเพยีงพอในการเกดิปฏกิริยิา 
 
ตาราง 3 ผลของความยาวของท่อขดผสมต่อค่า 
% DPPH inhibition 
ความยาวของ 
ท่อขดผสม (cm) 
%DPPH 
inhibition 
%RSD 
(n=7) 
10 22.96 3.82 
20 22.30 2.46 
30 23.27 1.69 
50 22.00 2.02 
100 24.76 1.42 
 
 ดงันัน้จากการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสม
ของระบบโฟลอินเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรทีี่
พฒันาขึน้ พบวา่ สภาวะทีเ่หมาะสมในการศกึษา
ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ คอื ใชส้ารละลาย 0.50 mM 
DPPH ปรมิาณ 50 µL สารละลายมาตรฐานกรด
แอสคอบกิ ปรมิาตร 40 µL อตัราการไหล 1.0 mL. 
min–1 ขดท่อผสมขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลาง 0.50 
mm ความยาว 100 cm และใช ้UV-Vis spectro-
photometer ชนิดลําแสงเดีย่วเป็นตวัตรวจวดั ที่
ความยาวคลื่น 517 nm และนํามาทดสอบความ 
สามารถในการตา้นอนุมลูอสิระของสารมาตรฐาน
โทรลอกซ์และกรดแอสคอบคิเพื่อหาค่า IC50 ดงั
ภาพที่ 5 และคํานวณความสามารถในการต้าน
อนุมูลอสิระของสารมาตรฐานโทรลอกซเ์ทยีบกบั
สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบกิในรูป AAE 
เพื่อเปรยีบเทยีบความถูกตอ้งของวธิทีีพ่ฒันาขึน้
กับวิธี batch DPPH assay ดังในตาราง 4 เมื่อ
วเิคราะหห์าความแตกต่างของค่า AAE ทีไ่ดจ้าก
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่1 (2560) 
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ทัง้ 2 วธิ ีโดยทดสอบค่าทางสถิติ paired t–test 
ที่ช่วงความเชื่อมัน่ 95% พบว่า ค่า p-value = 
0.8075 ซึ่งมากกว่าระดบันัยสําคญั 0.05 แสดง
ว่า ระบบโฟลอินเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรีที่
พฒันาขึน้ใหผ้ลการทดลองทีถู่กตอ้งใกลเ้คยีงกบั
วธิมีาตรฐาน batch DPPH assay 
 
 
(ก) 
 
(ข) 
ภาพท่ี 5 ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า %DPPH inhi-
bition กบัความเขม้ขน้ของ (ก) กรดแอส-
คอบกิ และ (ข) โทรลอกซ ์
 
สรปุผลการทดลอง  
ระบบโฟลอนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรี
ทีพ่ฒันาขึน้ นํามาใชศ้กึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสม
สาํหรบัการวเิคราะหป์รมิาณฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ 
และสามารถนํามาใช้วเิคราะห์ความสามารถใน
การต้านอนุมูลอสิระของสารมาตรฐานโทรลอกซ์
เทยีบกบัสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบกิใน
รปู AAE (ascorbic acid equivalent) โดยเปรยีบ 
ตาราง 4  ค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระ
ของสารมาตรฐานโทรลอกซ์เทยีบกบั
สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิก 
(AAE) จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีโฟล
อนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรแีละวิธี 
batch DPPH Assay 
เทคนิค 
ค่า AAE 
ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 เฉลีย่ 
batch DPPH 
assay 
0.661 0.614 0.616 0.630 ± 0.026 
วธิโีฟลอนิเจค-
ชนัสเปกโทรโฟ-
โตเมตร ี
0.647 0.598 0.636 0.627 ± 0.025 
 
เทยีบกบัวธิมีาตรฐาน batch DPPH assay พบว่า 
ไม่มีความแตกต่างกนัที่ช่วงความเชื่อมัน่ 95% 
ระบบสามารถวเิคราะหด์้วยความถี่ 12 ตวัอย่าง
ต่อชัว่โมง ซึง่ใชป้รมิาณสารละลาย DPPH 50 µL 
และสารละลายมาตรฐานหรอืสารตวัอย่าง 40 µL 
ต่อการวเิคราะห ์1 ตวัอย่าง  จงึเป็นวธิทีีม่คีวามถูก 
ตอ้ง สามารถวเิคราะหไ์ดส้ะดวกและรวดเรว็ ประหยดั
สารเคมทีีใ่ชแ้ละลดของเสยีทีเ่กดิขึน้หลงัปฏกิริยิา
เมื่อเทยีบกบัวธิมีาตรฐาน batch DPPH assay 
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